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論文内容要約 
【緒言】 
 天然に存在するイソプレノイドは23,000種以上の構造多様
性を示し，それらは生体内の構成成分や生理活性物質として，
生物個体維持に不可欠な役割を果たしている．特に植物由来
のイソプレノイドはその構造や機能において多様性に富み，
それを摂取する動物にとっても非常に重要な天然化合物であ
る．イソプレノイドは炭素数 5 のイソペンテニル二リン酸
（IPP）が縮合した構造を基本骨格として生合成される．植物
における IPP生合成経路は，細胞質中でメバロン酸（MVA）
を経由するMVA経路と，色素体中で 2-C-メチル-D-エリスリ
トール 4-リン酸（MEP）を経由するMEP経路（Fig.1）の 2
つが存在している．当研究室では，モデル植物シロイヌナズ
ナにおける MEP 経路酵素遺伝子の転写レベルでの発現制御に着目して研究が進められてきた．まず，公開マイ
クロアレイデータを用いた転写ネットワーク解析により，MEP経路酵素遺伝子を包括的に制御し得る転写因子と
して，9種の候補が選抜された．本研究では，その中の 2種の候補転写因子（PIF5，ARR14）について機能解析
を行い，これらの転写因子の色素体内イソプレノイド代謝への関与を解明することを目的とした． 
 
【実験】 
 各転写因子をCaMV 35Sプロモーター制御下で過剰発現させた形質転換シロイヌナズナT87培養細胞は，連続
光照射条件下で旋回培養を行い，継代後 7-8 日目に回収したものを解析材料とした．また，本研究で用いたシロ
イヌナズナ植物体は，GM寒天培地に播種後，長日条件下で 2-3 週間生育させた後に回収したものを解析材料と
した．これらの解析材料からホットフェノール法により total RNAを抽出し，半定量RT-PCRによって各遺伝子の
発現レベルを解析した．また，クロロホルム／メタノール抽出によりクロロフィルおよびカロテノイドを抽出し，
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Fig.1 MEP経路 
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DXR:1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase
MCT:2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidyltransferase
CMK:4-(Cytidine 5’-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol kinase
MECPS:2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphate synthase
HDS:1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-phosphate synthase
HDR:1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-phosphate reductase
吸光光度法，HPLCにより定量した． 
 既往の研究においてシスエレメントが解明されていない ARR14 に関しては，これを明らかにするため，酵母
ワンハイブリッドシステムによる結合配列解析を行った．ARR14 と同じプロテインファミリーに属する ARR1，
2，10のシスエレメント（5’-AGATT-3’）をタンデムに連結した配列の下流に抗真菌抗生物質耐性遺伝子を結合さ
せ，それを酵母のゲノムに挿入した．この酵母株に GAL4 転写活性化ドメインを融合させたARR14を導入し，
シスエレメントとARR14との結合を抗生物質耐性能により評価した． 
 
【結果・考察】 
（1）Phytochrome-Interacting Factor 5（PIF5） 
 PIF5はbasic Helix-Loop-Helix（bHLH）型の転写因子であり，C末端側のヘリックスを介してホモ二量体を形成
することで転写活性を示す．これまでに，PIF5はN末端側のActive Phytochrome-Bindingドメイン（APB）を介
して赤色光受容体であるフィトクロムB（phyB）と結合することで，光応答のシグナル伝達に関与していること
が報告されている．明所（赤色光／遠赤色光比が高い光条件）において，PIF5は赤色光に応答して活性型となっ
たphyBとAPBを介して相互作用し，26Sプロテアソーム系で分解されることで，負に制御されている．一方，
他の植物の日陰のような暗所（赤色光／遠赤色光比が低い光条件）では phyBが不活性化するため，PIF5が分解
を免れ，避陰応答に関与する一連の遺伝子群の転写を活性化することが報告されている． 
 PIF5のT-DNA挿入変異体植物では，DXR，CMK，
MECPS，HDS，HDRの発現レベルが有意に低下し，
クロロフィル，カロテノイドの蓄積量はそれぞれコ
ントロールの 50%，70%の減少を示した．PIF5過剰
発現型培養細胞（PIF5-OX）において同様な解析を
行ったところ，T-DNA挿入変
異体植物とは逆の傾向を示し，
DXR，MCT，HDS，HDRなど
複数の MEP 経路酵素遺伝子
の発現レベルが上昇し
（Fig.2），それに伴ってクロ
ロフィル，カロテノイドの蓄
積量も有意に増加した．
HPLC を用いた詳細なカロテノイドの成分解析を行った結果，-カロテン，ルテイン，ビオラキサンチン，ネオ
キサンチンが有意に増加しており（Fig.3），リコペンの環化において 2 つに分岐するカロテノイド生合成経路
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Fig.3 PIF5-OXにおけるカロテノイド蓄積量 
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Fig.2 PIF5-OXにおけるMEP経路酵素遺伝子の発現レベル 
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Fig.4 カロテノイド生合成経路の一部 
（Fig.4）のうち，いずれの経路も増強されていることから，PIF5はMEP経路酵素遺伝子群の発現を正に制御す
ることで IPP供給を増強させる機能を有することが明らかとなった．しかしながら，PIF5が特異的に結合するシ
スエレメントとして報告されている G-Box（5’-CACGTG-3’）の配列が，
MEP 経路酵素遺伝子のプロモーター領域中にほとんど存在しないことか
ら，PIF5によるMEP 経路の制御は直接的な制御ではなく，両者の間には
何らかの介在因子が存在すると考えられる． 
 PIF5のさらなる機能解析のため，C末端側のへリックスの欠失により二
量体形成能を欠損させた PIF5 の過剰発現型培養細胞（PIF5C-OX）を作
製し，同様な解析を行ったところ，PIF5-OXには及ばないものの，やはり
DXR，MCT，CMK，HDRなど複数のMEP経路酵素遺伝子の発現レベルが上昇し，クロロフィル，カロテノイド
の蓄積量が増大した．この結果は，二量体形成能を欠損し，転写活性を示さないPIF5Cが，phyBによる負の制
御から内在性の PIF5 を保護するように機能したことに起因すると考えられる．この仮定が正しければ，APB を
有する他のPIFファミリーもPIF5Cと同様な機能を示すと考えられるため，PIF1，PIF3，PIF4の各過剰発現型
培養細胞（PIF1-OX，PIF3-OX，PIF4-OX）についても同様に解析を行った．その結果，PIF1-OX，PIF4-OX で
は，PIF5Cと同様な理由でMEP経路酵素遺伝子の発現レベルの上昇が見られたが，クロロフィル，カロテノイ
ドの蓄積量は有意な変化を示さなかった．一方，PIF3-OXでは，MEP経路酵素遺伝子の発現レベルに変化がない
ものの、クロロフィル，カロテノイドの蓄積量がそれぞれコントロールの 40%，60%に減少した．これらの結果
から，色素体内イソプレノイド代謝においては，状況に応じて PIFファミリーの使い分けが行われていることが
明らかになった． 
（2）Arabidopsis Response Regulator 14（ARR14） 
 ARR14は二成分制御系におけるType-Bレスポンスレギュレーター（RR）型転写因子である．Type-B RR型転
写因子では，N末端側のレシーバードメインのリン酸化によりDNA結合ドメインであるGARPドメインが露出
し，転写活性を示すことが知られているが，ARR14の転写活性化機構や標的遺伝子に関しては，これまでほとん
ど報告されていない． 
 ARR14ではT-DNA挿入変異体植物が得られていないため，RNAi法を利用したARR14の発現抑制型植物にお
けるイソプレノイド代謝の変化を解析した．その結果，クロロフィル，カロテノイドの蓄積量に劇的な変化はな
いものの，ARR14 の発現レベルの抑制に対応して減少する傾向が見られた．一方，ARR14 過剰発現型培養細胞
（ARR14-OX）では，ARR14の発現レベル上昇に伴って，DXR，CMKなど複数のMEP経路酵素遺伝子の発現レ
ベルが上昇し，それに伴ってクロロフィル，カロテノイドの蓄積量も有意に増加した．HPLC によるカロテノイ
ドの成分解析では，PIF5-OXと同様，2つに分岐するカロテノイド生合成経路（Fig.4）がいずれも増強されてい
るという結果が得られたことから，ARR14 はMEP 経路酵素遺伝子群の発現を正に制御し，IPP 供給を増強させ
る機能を有することが明らかとなった． 
 既往の研究において，リン酸基を受容していないレシーバードメインは，Type-B RRの転写活性化能を抑制す
る働きがあり，標的遺伝子の発現制御において重要な役割を担っている可能性が示唆されていた．そこで，レシ
ーバードメインに高度に保存されているAsp (D17)，Asp (D63)，Lys (K113) の3残基を含む領域をN末端側から
徐々に欠損させた 3種の欠失型ARR14（ARR14D，ARR14DD，ARR14DDK），およびリン酸基受容残基と推
定されるD63をアラニン残基に置換したARR14D63A変異体をデザインし，これらを培養細胞において過剰発現
させた際のイソプレノイド代謝の変化について解析を行った．その結果， 3種の欠失型ARR14において転写活
性化能の上昇が見られ，特に D63 が欠損している
ARR14DD，ARR14DDK の過剰発現型培養細胞
（ARR14DD-OX，ARR14DDK-OX）では顕著な変化を示
した（Fig.5）．また，ARR14D63A変異体の過剰発現型培養
細胞（ARR14D63A-OX）の解析において，さらに顕著な転
写活性化能の上昇が見られた（Fig.5）．ARR14D63A変異体
は，リン酸基受容能が欠損しており，転写活性化能を示さ
ないと考えられるため，この結果は従来の Type-B RR 型転写因子の転写活性化機構では説明できない．つまり，
Type-B RR型転写因子には，これまで考えられてきた二成分制御系を介したリン酸基転移シグナルに依存的な活
性制御に加え，別の転写制御機構が存在することを示唆している．MEP経路の酵素遺伝子群の発現は新奇経路で
制御されていると考えられる．実際に，典型的なリン酸基転移シグナル依存的な経路として知られるサイトカイ
ニンシグナル伝達系において機能するType-B RR型転写因子（ARR1，2，10）のシスエレメント（5’-AGATT-3’）
と ARR14 との結合を酵母ワンハイブリッドシステムによって評価したところ，少なくとも酵母内において，
ARR14は複数のType-B RR型転写因子が結合する配列との相互作用は見られなかった．この結果は，リン酸基転
移シグナル非依存的な新奇経路の存在を強く示唆するものである．こちらの経路では，リン酸化以外の何らかの
ファクターによってレシーバードメインによるGARPドメインの抑制が外れると考えられる． 
 
【総括】 
 本研究を通して，色素体内イソプレノイド代謝を制御する 2つの転写因子（PIF5，ARR14）を同定し，その作
用機序の一端を解明することに成功した．また，本研究は転写因子を遺伝子工学的なツールとして利用し，MEP
経路を含む色素体内イソプレノイドの代謝改変を行った初めての報告である． 
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Fig.5 レシーバードメイン改変による転写活性化能の変化 
